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ABSTRACT
Indole-3-acetic acid (IAA) is a growth hormone produced by plants. Several types of yeast has
been reported to produce these hormones, and generally produce IAA in an higher amount than in
plants. The purpose of this study is to get the yeast producing indole-3-acetic acid in the rhizosphere
soil orchid Pecteilis susannae (L.) Rafin and to test the ability of yeast isolates to form IAA on
medium L-tryptophan given as precursors. Yeasts were isolated and tested for their ability to produce
IAA in vitro. The results showed that there are four potential yeast isolates that produce IAA which
are isolates K2, U5, A3, and A1. Highest concentration of IAA was produced by A3 isolates grown
on a medium containing GPB 200 ug / ml of L-tryptophan in the amount of 56.262 g/ml.
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PENDAHULUAN
Pecteilis susannae (L.) Rafin merupakan
anggrek tanah yang banyak tumbuh di hutan
Wonosadi Gunung Kidul. Anggrek ini
umumnya tumbuh di tempat terbuka yang
dapat dicapai oleh sinar matahari secara
langsung. Vegetasi yang tumbuh di sekitar
anggrek ini terutama adalah semak dan
rumput. Anggrek P. susannae juga
memerlukan hormon auksin untuk
pertumbuhannya yang diperoleh dari sintesis
oleh tumbuhan itu sendiri maupun dari
lingkungan. Indole-3-acetic acid (IAA)
merupakan salah satu fitohormon golongan
auksin alami yang memiliki peran penting
dalam pertumbuhan dan perkembangan
tanaman seperti pemanjangan dan pembelahan
sel, induksi pertumbuhan akar, serta
perkembangan bunga dan buah (Kukavica et
al., 2007).
Hormon IAA di lingkungan dapat berasal
dari mikroorganisme penghasil IAA terutama
adalah mikroorganisme yang berasosiasi
dengan permukaan akar atau daerah rhizosfer
(Manulis et al, 1994). Beberapa jenis khamir
telah diketahui mampu menghasilkan IAA,
diantaranya adalah spesies khamir
Rhodotorula minuta yang berasosiasi dengan
cemara dan Williopsis saturnus yang
berasosiasi dengan akar jagung (Nassar et al.,
2005) serta Pichia spartinae yang berasosiasi
dengan Spartina alterniflora (Nakamura et al.,
1991). Beberapa genus kamir seperti
Rhodotorula, Cryptococcus, Candida, dan
Saccharomyces merupakan komponen utama
dalam tanah rhizosfer (Azeredo et al., 1998;
Slavikova dan Vadkertiova, 2000; Spencer dan
Gorin, 1971). Nassar et al. (2005)
menambahkan bahwa pada rhizosfer tanaman
juga terdapat khamir seperti Sporobolomyces
roseus, Rhodotorula sp., Candida valida,
Rhodotorula glutinis, dan Trichosporon
asahii. Spesies-spesies yang berasal dari
rhizosfer tersebut telah dilaporkan dapat
memacu pertumbuhan.
Aktivitas hormon IAA pada tanaman
dipengaruhi oleh adanya triptofan. Eksudat
akar tanaman adalah sumber triptofan alami
bagi mikroorganisme tanah rhizosfer, yang
dapat meningkatkan biosintesis auksin pada
daerah rhizosfer (Kamilova et al., 2006).
Pemberian L-triptofan ke dalam kultur in vitro
bakteri, fungi, maupun khamir penghasil IAA.
METODE
Isolasi khamir dari tanah rhizosfer
anggrek P. susannae. Isolasi khamir diawali
dengan membuat seri pengenceran sampel
tanah rhizosfer dari 10-1 sampai 10-5
menggunakan akuades steril. Masing-masing
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seri pengenceran diinokulasikan 0,1 ml pada
media Yeast Malt Agar (YMA) dengan metode
pour plate, diinkubasikan pada suhu ruang
selama 5 hari. Medium YMA yang digunakan
mengandung 1 mg/ml kloramfenikol untuk
mencegah pertumbuhan bakteri. Koloni-
koloni yang tumbuh terpisah kemudian
diambil dan dimurnikan pada medium YMA
baru dengan cara goresan. Koloni yang
tumbuh terpisah merupakan koloni tunggal,
dipindahkan ke medium YMA baru, sebagai
kultur murni yang diuji lebih lanjut.
Uji kemampuan tumbuh isolat khamir
pada medium cair. Seluruh isolat khamir
yang diperoleh di tumbuhan pada medium cair
Glucose Peptone Broth (GPB). Kultur khamir
(48-72 jam) ditumbuhkan ke dalam 5 ml
medium GPB, diinkubasikan pada suhu kamar
selama 48 jam. Kultur cair tersebut diamati
pertumbuhannya secara spektrofotometri
(OD530 nm). Setelah mencapai OD600 nm = 0,6
kultur tersebut digunakan sebagai inokulum.
Masing-masing kultur cair khamir tersebut
diambil 2 ml dan diinokulasikan ke dalam 20
ml medium GPB steril yang mengandung 200
μg/ml L-Triptofan di dalam erlenmeyer 100
ml, diinkubasikan pada shaker incubator (120
rpm, 30oC) selama 96 jam. Erlenmeyer yang
berisi medium steril tanpa inokulum
digunakan sebagai kontrol. Secara kualitatif
kandungan IAA dideteksi berdasarkan
perubahan warna yaitu dengan menambahkan
reagen Salkowsky ke dalam supernatan kultur
khamir. Kultur khamir disentrifugasi (10.000
rpm, 30 menit). Supernatan dipisahkan
kemudian diambil 1 ml, ditambah dengan 1 ml
reagen Salkowsky, dibiarkan selama 30 menit
sampai terjadi perubahan warna menjadi pink
hingga merah (Shrivastava et al, 2008), diukur
berdasarkan absorbansi spektrofotometri (A530
nm). Nilai tersebut dibandingkan dengan hasil
pembacaan larutan standar menggunakan IAA
sintetik dengan konsentrasi 1 sampai 10 µg/ml
IAA (Nassar et al., 2005; Shrivastava et al.,
2008).
Percobaan produksi IAA oleh isolat
khamir terpilih. Masing-masing inokulum
isolat khamir terpilih diambil 2 ml,
diinokulasikan secara aseptis ke dalam 20 ml
medium GPB dan SBM baru tanpa
penambahan L-triptofan dan medium yang
telah dimodifikasi dengan penambahan 200
μg/ml L-triptofan di dalam erlenmeyer 100 ml.
Medium steril tanpa inokulum digunakan
sebagai kontrol. Kultur diinkubasikan pada
shaker incubator (120 rpm, 30oC) selama 96
jam. Pertumbuhan khamir dipantau dengan
mengukur biomassa sel (OD600 nm) tiap
interval waktu tertentu selama 96 jam. Hasil
pengukuran (OD600 nm) tersebut digunakan
untuk menentukan jumlah sel. Jumlah sel
selama pengukuran pertumbuhan ditentukan
dengan memasukkan nilai absorban (OD600
nm) ke kurva standar pertumbuhan khamir.
Konsentrasi IAA ditentukan secara kolorimetri
pada spektrofotometri (OD530 nm) dengan
menambahkan reagen Salkowky.
Ekstraksi dan identifikasi senyawa IAA
dari kultur isolat khamir terpilih. Senyawa
yang dihasilkan di dalam kultur isolat khamir
terpilih diperoleh melalui ekstraksi.
Supernatan yang diperoleh dari hasil
sentrifugasi (10.000 rpm, 30 menit) 20 ml
kultur cair khamir terpilih diekstraksi dua kali
menggunakan etil asetat dengan perbandingan
1:2 (v/v) pada cawan porselen. Fraksi etil
asetat dievaporasi hingga diperoleh fase
padatan. Fase padatan (ekstrak) dilarutkan
dalam 2 ml methanol, diambil dengan pipa
kapiler (10μl) kemudian ditotolkan pada
lempeng silika gel (silika gel Gf254, ketebalan
0,25 mm) berukuran 5 x 10 cm. Larutan IAA
sintetik (200 μg/ml) ditotolkan pada lempeng
silika gel sebagai pembanding. Totolan antar
sampel pada lempeng silika gel dibuat dengan
jarak ±1 cm. Lempeng tersebut dimasukkan ke
dalam chamber yang tertutup rapat berisi eluen
etil asetat: kloroform: formic acid dengan
perbandingan 55:35:10 (v/v/v). Spot yang
terbentuk kemudian diamati dibawah sinar UV
λ254 dan λ365 (Ahmad et al., 2005).
HASIL
Pada penelitian ini, sebanyak 29 isolat
khamir berhasil diisolasi. Hanya empat isolat
khamir mampu menghasilkan IAA yang lebih
intens secara visualisasi yaitu isolat K2, U5,
A3, dan A1. Pada saat dilakukan pengukuran
dengan spektrofotometri keempat isolat
tersebut menghasilkan IAA lebih dari ±15
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μg/ml. Isolat-isolat tersebut dipilih untuk
percobaan produksi IAA. Isolat khamir terpilih
mampu menghasilkan IAA baik pada medium
tanpa L-triptofan maupun pada medium
dengan penambahan 200 μg/ml L-triptofan.
Produksi IAA pada medium tanpa L-triptofan
lebih rendah dari medium yang ditambah L-
triptofan. Pada medium tanpa L-triptofan,
isolat K2 mampu menghasilkan konsentrasi
IAA tertinggi yaitu sebesar 11,048 μg/ml pada
medium GPB, dan 2,428 μg/ml pada medium
SBM.
Pada medium dengan penambahan L-
triptofan sebesar 200 μg/ml, produksi IAA
tertinggi pada medium GPB diperoleh dari
isolat A3 yaitu sebesar 56,262 μg/ml,
sedangkan pada medium SBM diperoleh dari
isolat U5 yaitu sebesar 5,809 μg/ml. Produksi
IAA keempat isolat terpilih memiliki pola
yang sama dengan pola pertumbuhan sel.
Produksi IAA semakin meningkat dengan
meningkatnya pertumbuhan dan jumlahnya
semakin menurun seiring dengan semakin
menurunnya pertumbuhan (Gambar 1).
Tabel 1. Produksi IAA isolat khamir terpilih pada medium glucose-peptone-broth (GPB) dan salt basal-
medium (SBM) tanpa dan dengan penambahan 200 μg/ml L-triptofan
Media Kode Isolat Konsentrasi IAA (μg/ml)/Jam
0 24 48 72 96
GPB0 Kontrol 6,143 6,214 6,143 5,929 5,929
K2 6,619 8,452 11,048* 9,881 9,119
U5 6,619 10,69* 10,238 9,809 7,714
A3 6,476 10,595* 9,381 7,405 6,762
A1 6,286 9,333 9,619 9,738* 8,524
GPB200 Kontrol 7,857 8,214 7,857 7,643 7,643
K2 8,022 30,405 31,191* 29,952 21
U5 7,952 28,452 51,524* 45,286 21,834
A3 8,143 35,31 56,262* 48,833 27,643
A1 8,095 12,452 12,905* 13,286 11,69
SBM0 Kontrol 0,929 1 1 0,929 0,929
K2 1,119 2,428* 1,714 1,262 1,19
U5 1,095 1,119 1,167* 1,072 1,024
A3 1,047 1,119* 1,048 0,976 0,953
A1 1,143 1,238 1,452* 1,119 0,929
SBM200 Kontrol 2 2 2,071 1,643 1,643
K2 2,095 2,524 2,789* 2,19 1,976
U5 2,166 3,524 5,095 5,048 5,809*
A3 1,976 2,072 2,619* 2,119 1,976
A1 2,095 2,191 2,262 2,619* 2,024
Keterangan: Nilai diperoleh dari rata-rata tiga ulangan; GPB0 : medium GPB tanpa L-triptofan; GPB200:
medium GPB mengandung 200 μg/ml L-triptofan; SBM0: medium SBM tanpa L-triptofan; SBM200: medium
SBM mengandung 200 μg/ml L-triptofan; * produksi IAA tertinggi yang dicapai pada kultur isolat khamir.
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Gambar 1. Kemampuan isolat terpilih untuk produksi IAA (OD530 nm) pada medium GPB. Simbol-simbol: ◊
pertumbuhan sel; □ produksi IAA pada medium tanpa L-triptofan; Δ produksi IAA pada medium
dengan penambahan 200 μg/ml L triptofan.
Gambar 2. Kemampuan isolat terpilih untuk produksi IAA (OD530 nm) pada medium SBM. Simbol-simbol: ◊
pertumbuhan sel; □ produksi IAA pada medium tanpa L-triptofan; Δ produksi IAA pada medium
dengan penambahan 200 μg/ml L-triptofan.
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Pada medium GPB produksi mencapai
tertinggi dalam waktu 48 jam. Dalam rentang
waktu tersebut sel khamir telah memasuki fase
akhir logaritmik dan memasuki fase stasioner.
Seiring dengan bertambahnya waktu
kandungan IAA dalam media semakin
menurun.
Produksi IAA keempat isolat terpilih pada
medium SBM juga mengikuti pertumbuhan
sel. Konsentrasi IAA tertinggi dihasilkan pada
saat sel memasuki akhir fase logaritmik atau
fase awal stasioner (gambar 2).
Pada medium SBM pertumbuhan sel lebih
lambat sehingga IAA yang dihasilkan juga
lebih sedikit dibandingkan GPB. Produksi IAA
pada medium ini mencapai puncak dalam
waktu yang berbeda-beda pada setiap isolat
terpilih. Isolat K2 dan A3 mencapai produksi
tertinggi pada jam ke 48, isolat U5 pada jam ke
96, dan isolat A1 pada jam ke 72.
Produksi IAA dipengaruhi oleh kecepatan
tumbuh sel khamir. Semakin cepat sel
membelah produksi IAA semakin tinggi,
semakin lambat sel membelah maka jumlah
IAA yang dihasilkan juga semakin rendah.
Berdasarkan pengukuran kecepatan
pertumbuhan, menunjukkan bahwa isolat A3
memiliki waktu generasi tercepat, sedangkan
isolat A1 memiliki waktu tumbuh paling
lambat sehingga menyebabkan rendahnya
produksi IAA pada isolat A1.
Dari hasil KLT diketahui bahwa IAA
sintetik memiliki nilai Rf 0,69. Hasil
kromatografi terhadap senyawa yang
dihasilkan oleh keempat isolat khamir uji pada
pelat silika menunjukkan bahwa pada kultur
isolat U5 dan A3 terdapat senyawa yang
identik dengan IAA yaitu dengan nilai Rf 0,69.
PEMBAHASAN
Kemampuan khamir dalam menghasilkan
IAA distimulasi dengan penambahan L-
triptofan. Asam amino triptofan
dimetabolisme oleh khamir melalui fisiologi
lintasan metabolik dikonversikan menjadi IAA
(Zhao, 2010). Dengan kata lain, L-triptofan
mengaktifasi gen yang bertanggung jawab
untuk sintesis enzim triptofan
monooksigenase, IAM hidrolase, indol piruvat
dekarboksilase dan IAAld dehidrogenase
(Spaepen dan Vanderleyden, 2007; Zhao,
2010), enzim-enzim tersebut berperan
mengkonversi L-triptofan menjadi IAA.
Pada medium GPB isolat A3
menghasilkan IAA paling tinggi. Tingginya
produksi IAA pada medium GPB dibanding
pada medium SBM disebabkan medium GPB
tidak mengandung substansi yang dapat
menghambat sintesis IAA secara langsung
maupun tidak langsung seperti ammonium
(Tsavkelova et al., 2005). Medium GPB
mengandung cukup nutien, sumber karbon dan
nitrogen yang diperlukan untuk mendukung
pertumbuhan dan perkembangan optimal
kultur khamir.
Rendahnya produksi IAA pada medium
SBM disebabkan adanya ammonium sulfat
dalam medium kultur. Menurut Tsavkelova et
al. (2005) ion ammonium dapat menghambat
sintesis IAA. IAA dapat tereduksi dengan
adanya suplai nitrogen eksogenous seperti
nitrat, ammonium, urea dan glisin. Nitrat dapat
mempengaruhi pembentukan IAA dengan
dikonversi menjadi nitrit yang dapat memecah
IAA secara katalitik (Frankenberger dan
Arshad, 1995). Salt Basal Medium merupakan
medium sintetik yang hanya terdiri dari garam
dan mineral sehingga tidak memiliki cukup
nutrien yang dibutuhkan untuk pertumbuhan
sel dan perkembangan optimal kultur khamir
sehingga mempengaruhi biosintesis IAA.
Produksi IAA dalam kultur mikrobia juga
dapat dipengaruhi oleh temperatur dan aerasi
yang juga merupakan faktor pertumbuhan bagi
mikroba (Simat et al., 2004).
Produksi IAA keempat isolat terpilih
memiliki pola yang sama dengan pola
pertumbuhan sel. Produksi IAA semakin
meningkat dengan meningkatnya
pertumbuhan dan jumlahnya semakin menurun
seiring dengan semakin menurunnya
pertumbuhan. Kecepatan sel khamir dalam
membelah ini dipengaruhi oleh medium
pertumbuhan dan kondisi lingkungannya
seperti temperatur. Faktor-faktor pertumbuhan
yang dibutuhkan untuk pertumbuhan dapat
meliputi vitamin, purin dan pirimidin, asam
amino, asam lemak, sterol (terutama
ergosterol), biotin dan panthothenic acid
(Simat et al., 2004).
TITI LASMINI, ENDANG SUTARININGSIH SOETARTO Biogenesis 61
Konsentrasi IAA tertinggi dihasilkan pada
saat sel memasuki akhir fase logaritmik atau
fase awal stasioner (48 jam). Produksi IAA
tertinggi dicapai pada fase ini karena pada fase
ini enzim-enzim yang diperlukan untuk
sintesis IAA berada dalam jumlah yang banyak
sehingga produksi IAA juga tinggi (Atlas,
1997; Kresnawaty et al., 2008).
Pada waktu inkubasi 72 jam baik pada
medium GPB maupun SBM, sel-sel khamir
telah memasuki akhir fase stasioner atau
memasuki fase kematian. Hal ini ditandai
dengan tidak adanya penambahan jumlah sel
sampai pada waktu inkubasi 96 jam. Pada
rentang waktu tersebut produksi IAA
mengalami penurunan. Penurunan produksi
IAA mengindikasikan adanya proses degradasi
IAA oleh enzim yang dilepaskan oleh sel-sel
khamir seperti oksidase dan peroksidase.
Degradasi IAA dapat terjadi melalui
mekanisme oksidasi menghasilkan dioxindole-
3-acetic acid (Rachmawati et al., 2009).
Dioxindole-3-acetic acid ini kemudian
dioksidasi menjadi isatin yang pada kondisi
asam akan mengalami hidrolisis menjadi
anthranilic acid (Jensen et al., 1995).
Jika dibandingkan antara pertumbuhan sel
khamir pada medium GPB dan SBM,
pertumbuhan sel khamir pada medium SBM
cenderung lebih lambat. Lambatnya
pertumbuhan sel pada medium SBM menjadi
salah satu faktor yang menyebabkan
rendahnya produksi IAA. Lambatnya
pertumbuhan sel khamir dalam medium SBM
kemungkinan disebabkan karena terbatasnya
sumber nutrien dalam medium tersebut.
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